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TakenoriAIouri，WataruI】a8hida，andIwao Shiga  

Fractior）S Of nucleoside polyphosphatein perchlo（ic acid extracts c）f Shii・take（／■e7Zfi”ttS  

Cdode∫）and common mushroom（P∫“lLiu（‘L biFi・”，T”∫）ヽVere Separated and analysed by means  

ofalargc scale Dowexl）く8column．These fractions wereidentified asADP（adcnosine  

dipllOSPhate）．ATP（adenos；11e triphosphate），andGDP（guanosine diphosphate）・  

In a previous rcport（ThisJourllal，42，43d（1964），it was observed that thelevelof  

5－・nuCleotides ofsome mushrooms extracted with boilingwaterwas highcrthan thatextracted  

w；lllCOld perchloric ac；d．Related to th；s observation，SOme factors；nvoIved；n boiling  

extraction wereinvestlgated．The amount of5’－nUCleotides was the highest when mush  

fOOmS Were eXtraCted at6070ウC，andit；ncreased over a 30min．period．Theincrease of  

5T－nuCIeotide；nl’・bis♪uT”S WaS aCCOmpanied with thc decrease ofATP and ADP．AccuTnu－  

lation of5’－AMP representcd theincfeaSe Of5’－nuCleotidein sueh ease．Itis assumed the  

duringtheboiliJlgOfP・bisf”，・tESatunder700C，5’AMPincreasedastheresul10fenzymatic  

breakdown of ATP andADP，ratherthan fromlhermaldestruction．Theincrease of5r・nuCleo  

tides；n boiling extract of Shii・take may depend on（he breakdown ofits own ribonucleic  

acid as we11as tllat Of ATP and ADP．  

1   

きのこ頼の核酸成分，就小5’－ヌクレオチド類の分布については，前報で鮨介したように数々の報  

告がある．そしてシイタケおよぴマッシュルームなどを冷時過塩素酸抽出するよりも，煮H＝ノ抽出  

（熱水抽出）をする方が遊離5㌧ヌクレオチド類が多いことが認められている．一方疏菜類，水盛  

等本研究は人阪大学l二苧葦最酵二l二半数室教授寺本四郎虻倭との協同研究である．ご腰切な御助言御協力を   

賜ったことに深謝致します．醗酵コニ学43巻5号P．335（1965）㈲軋   

御託：本報においては次の略号を使用する．  

5しAMP：adenosin仁一5し－mOnOphosp†ほte（5しa（1eIlylic；lCjd）  

5，－GMP：guanOSine－5Lmonophosphatc（5lr－guarlylic acid）  

A D P：adenosine diphosphate  

A T P：adenosine triphosphatc  

G 工）Ⅰ）：guanosine（lipI10Sphaしe  
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物，てアシまルームなどの缶詰型造工程において，予勝蒸煮および加熱殺菌に際して，問型物中の  

5’・AルIPなどの含量が変化し，ある場合にはむしろ増加することが認められた．   

このように食品の加工工程殊に加熱処理に際して，核酸成分の変化が認められ，呈味成分として  

重要な5●一ヌクレオチド類の消長は食品化学の疑点からも興味勘、と考えられるのセト比較的に遊  

離核喪成分含量の高いシイタケ，マッシュルームを対象にして，塩基叛，ブタレオチド類，高分子  

核酸類の相対的な消長を検討した．なお5’－ヌクレオチドが遊離状態で存在する原因としては高分  

子核薩の分解，ヌクレオチド誘導体よりの生乳 denovo生合成などが考えられる鱒二，本籍では  

nucleosidepolyposphateよりの生成の可能性について検討した．  

実  験  の  部  

1．実 験 方 法   

1．1供試密準物質一   

定性．定量のための標準物質とLて5’－ヌクレオチド，3－・ヌクレオチドほいずれもナトリウム塩  

を武田薬品工業株式会社研究所より提供された．またポリホスフェート操，ヌクレメ・チドヲ乳 核酸  

塩基煩は市販品を用し、た．   

1．2 試料調製法  
3   

供試きのこはつぎのごときものである．学名は文献によった．シイタケ（ム¢”f葎′げビdロde∫）．通  

称マッシュルーム（P∫‘′JJ／〟細ろ／叩β＝′∫）・   

シイタケは市厳品，マッシ ュルームは当研究所試作品でいずれも可食部をできるだけ均一に取り  

細新した後種々の条件で処理しホモジナイズした．冷却しながら等量の10％過塩素酸溶液，つぎに  

5％溶液で繰り返し抽出し5N・KOHで中和して試料とした．  

1．3 分 析 方 法  
l二，   

絵5一－，3’－ヌクレオチド塵は中島らの酵素法によった．すなわち，5′・，あるいは3■－スクレオチ  

ダーゼを作用させ遊離する燐酸屋を定量した．個々のヌクレオチドは DowexIX8を用うるカラ  

ムクロマトグラフィーによった．なおシイタケ，マプシきルームのポリホスフェートの画分を同定  

するために径2cm，長さ30cmのカラムを用いた．カラムからの溶出位置が260m／亡の吸収を  

peak とするフラクションを集めて濃縮し同定した．   

2，実 験 結 果   

2．1生マッシュルーム 生シイタケ各画分の同定  

り  生て・・シュ′レームおよび生シイタケの抽出液の塩基，ヌクレオシド，ヌクレオチド頬は前報で報  
告したので二二ではヌクレオシドポリホスフェートの画分について同定した・   

まず生マッシュルーム200gを冷時週塩素穀抽出を行ない5N－KOHにて中和後冷時遠心分離し  

上清液を集め前報遜り大型カラム（2x∫30c汀l）を通過させた．そのグロマトグラムはFig．1のご  

とくである．  
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15C〔）  2000  10〔氾  

Tube nリmbelS  

Fig．1．ChromalogramOLperel11oricilCid－亡ⅩtraC10frawmusl一Ⅰ・OO一一一（P・bis♪Or〟S）（Alarges⊂alecolumn）・   

画分が6個（F，G，11，］仁J，K）得られた・画分＝，－・Jの紫外部吸収曲線と鱗酪  

塩基，リボースのモル比はFig・2とTablclのごとくで260m′亡附近に最大吸収を示し核酸成  

分であると考えられる．   

ペーパーグロ・マトグラフヤーの結果ほFig．3   

のごとくである．  
I 

画分H，1，Jは溶媒〔2，3、4〕（前報参照）  

いずれによってもぉのおのADP．GI）P，ATP  

と一致すること．およぴ1000C，3時間分解す  

ることによって5，－AMP，5′－GMP，5’・AMPに  

一致すること，また5L－ヌクレオチダーゼを作  

用させると分解されておのおのアデノシン，グ  

アノシソを生成すること，そして1N－HClで  

分解することによってアデニン，グアニンが生  

成されることからHはADP，1はGOP，J  

はATPであることが認められた．   

生シイタケについてもマッシュルームと同様  

に同定した．このクロマトグラムはFig・4の  

ごとくである．画分H．Ⅰ，Jの紫外部吸収  

曲線と燐酸，塩基，リボースのモル比はFig・5  

とTable2のごとくである．  

ペーパー タロマトグラフ†の結果は1000C，  

3時間分解，5r－ヌクレオチダーービによる分解，  

またHCl分解についてもマッシュルームと同  

様の結果で，これらから画分HをADP，】仁を  

GDP，JをA′rP と同定した．  

220  ：ヨ02の  290  

Wavelength（叫l）  

F；g．2．Absorpti【）n CurVeS Ofl11uShroom  

rl・a⊂1ions H，Ⅰ，andJ．   

Tablel．Mo）ar ratioofribose andphosplはte  

tobaseiI】t11uShroomiractionsH，IandJ，  

Fract；on Base Ribose Pbospllale  

0．90  2．10  

0．89     1．89   

0．89  2，9f‡   

tI l．00  

I l．00  

．†  1，0（）  
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2．2 生マ一ソシェルーム，   

まず種々の条件下で煮伯   

した場合の総 5′一ヌクレオ  

チド畳の変化をしらべた．  

煮出し法はおのおのの温度  

に約80mlの水を温めた小  

に細解し均→にLた試料を  

10g入れ 5分間保温抽出  

しその煮出し液を冷時5％  

過塩素顧溶液で処理し洗液  

ともに100mlとした．対  

照として鮒斯きのこ試料を  

冷時過塩素酸で抽出したも  

のを取った．その結果はマ  

・ソシェルームはTable3，  

シイタケは Table4 のご  

とくである．  

シイタケでは600C、70  

0c で5′－ヌクレオチド農  

が最も多く1001C抽出お  

よび冷時過塩素翫抽出の場  

合よりも多かった．7ソシ  

＝－・ルームでも701Cが最高  

であるが低温の場合に比べ  

てシイタケの場合ほど大き  

生シイタケの煮出し温度の影響  

・ 

・ 

・ 

Authentic ADP   

Fraclio【lH  

Fra⊂t血－H，boi】ed ror2IlrS（Fraぐ【ion上り  

A11tbenti⊂ ATP   

Fraction J 
r  

Fra⊂tionJ．boiledfor3hrs（Frae（ionJT）  

AuLhenti⊂5しAMP  

Fraction H／  

Fraction H′，de⊂OmpOSed with HCI  

ALlthenti⊂aden；ne   

Fra⊂tionJ／  

Fractio二nJ，．deeomposcd w汀h flCI  

Authen【i亡aden弓ne  

Authenlic5しAMP   

Frac【盲onlII  

Fraclion H／，LreatCd＼V】ll】5しnue）eoLidase  

AuthenLic adcnoshle   

FractiotlJ′  

Frac＝onJ′，lreatedl、′il】15しnu⊂leotidase  

Authentic adenosine   

mushronn－rraCtions H andJby paper  Fig．3．IdenHJi⊂alion or  

Cbroma10graphy・  

SoIvent3：isopropanol；eonc．HCI；Water  
SoIvenL4：Salurated ammonium sIJlfate；1M－SOditHn  
a⊂eta【e；isopropan（】l  

0
詔
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2
 
】
 
0
 
 
 

Fig・4・CllrOmatOgramOfperehlor…caei｛！－eXtra⊂【0（rawSh；i－take（Lc”1；mLSCdodcs）  

（Alarge sca】e亡Olu－nn）．  
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い差違はない．また3－－ヌクレオチドはほとん  

ど認められなかった．．   

このように70ウCでシイタケ，マッシュル「  

ムいずれも5r一ヌクレオチドが多いことよりそ  

の抽出時間について検討した．  

2．3 生マッシュルーム，生シイタケの煮出  

しによる経過時間iこ伴う変化   

試料の煮出し法ほ70つCで時間を5分～30分  

まで射ヒさせた．煮出し液の調整法は煮出し温  

度の影響の時と同じである，その結果は生マリ  

シュルームではTable5，生シイタケではTilble  

6のごとくである．   

700cで時間経過に伴って，シイタケでは5’一  

ヌクレオチドが増加しているがマγシェルーム  

では少しは増加をしているがシイタケはど増加  

はなかった．煮出し抽出において，時間経過に  

ょってかなり抽出景が増加することと700cに  

最高値があるということは単なる物理的な抽出  

220   2！丈〉28）   即  
伽坤l叫‘）  

Fig．5．AbsorptioncurYCSOfShii－takefractiotlS  

H．IandJ．   

Table2．Molar ralio o（ribose and phosplla【e  

LObasein Shii－take fracLionsIl，1andJ．  

B主ISe  Ribose Phosphate  Fraction  

n
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現象のほかに酵素反応も存在す  

るのでほないかと考えられる．  

そのモノヌクレオチドの多い原  

岡が何に由来するものかが興味  

深いと思われる．   

2．4 マッシュルーム缶詰工  

程における 5しヌクレ  

オチドの消長   

マッシュルーム缶詰製造工程  

はFig．6のごとくで常法通り  

に従った．   

原料ブランチング後の問型  

物，加圧殺菌後の圃型物と液汁  

についておのおの5■－ヌクレチ  

オド量を測定した結果はTable  

7のごとくである．   

これらはいずれも過塩素酸抽  

Efrectoftemperaturcon the forIllationofnucleotides  

in boiled extract of mushroom．  

Table3．  

3LNucleot盲8e  
＃mOl竺／鱒中Lサ，．！：  Boili叩COll（lition㍑競岩wL  

Coldp竺ehlori亡aeid・・  
eXしraCttOn  
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Tab】e．l．Effect of te111peraturC On the formatiof nu⊂liolides  

in boiled extracL Of Shii－【ake，  

5しNucleotide3l－Nu亡lビOtide  
Boiling⊂Ondi可UV巴恥≦さ≡0ご≡  drywし〝mole／g  

Co】d percI】lori⊂  
acid－eXtraCtion  

30¢C，5miI1  

50□C， 〝  

600C， 〝  

70qC， 〝  

80CC， 〝  

100＝C， 〝  
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出したものであるが，g当り／！  

mdle で比較してブランチング  

後のものか原料の約3陪に達す  

ることが認められた．これは高  

分子核酸，またはATP，ADPな  

どのポリホスフコ。－－トの分解に  

基づくのではないかと考えられ  

る．殺菌後の固型物中にiまl／2  

貴の5′・ヌクレオチドが見出さ  

れた．なお→缶当りで総5’・ヌ  

クレオチド屋を比較すると殺菌  

前の同型物申の5■－ヌクレオチ  

ドは殺菌後の固型物十液汁中の  

5’－ヌクレオチドにほぼ等しいが  

これには殺菌時の煮熟笹よる高  

分子核酸またはポリホス7。E－  

トよりの分解による生成と缶詰  

殺菌に伴う 5■一ヌクレオチドの  

破壊とが相伴ってこのような結  

果になノ▲たものと思われる．   

2．5 生マ・′シュルーム，生  

シイタケの煮出しに伴  

う個々のヌクレオチド  

組成の変化  

TabIe5・Effectof；ncubationtimeontheforrnat70T一OfnucleoIides  

in boiled extract of nl11Shroo汀】．  

BoiIing⊂Ondit加 UV勤／100m吏                                       」」＿．．． ＿．．▲  5ノーNu⊂leo【ide13l－Nu⊂leotide  
dry wt．LfLmole／gdrywt．lprhole／gdrywl＿  

C（）ld per亡h】oric  
a亡id－eXlraCt；on  
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Table6．E（fe⊂tOfin⊂ubationt；meonthcrormationofnucleotides  

illbo；】ed extra⊂10f Sb；トtake．  

ーーoili…・－tlitiun 当≡㌢芸琶  
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Raw mater；alRaw matcria1120g  

J  J  

Blanchi叩  Solid85g Season；ng soIut†bn60g  

J  

Cannina; Solid75g いquid66g  

Fig，6．Outline or nluSllrOOm Cann；ng pl・0⊂eSS．  

上述のごとく煮出し意たほ缶詰製造における5一－ヌクレオチド呈の変化，多くの場合ほ増加とい  

う現象はきわめて興味抹いものであるが，その原田についてここではヌクレオシドポリホスフェ－  

トよりの生成という点に焦一恵をLほ′Jて検討した．   

生マッシ ュルームについて，原村をそのまま試料とするとともiこ，それを水から煮て1000Cで  

3分間煮出しを行ない液汁と同型物とに分けて試料にした．それぞれについてカラムクロマトグラ  

Table7．Changes of Lhe tota15しnucleoIides；n canning processes of musllrOOrn－  

SaIllple applied  
g  

5しNucleol；de   
〝m0le／g  
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l）er Can  
5／－nuCleo【ide  」■  
た竺吐／三皇・1   
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b】Sdid o一山iled mリオIr00m  

100   
Tu加 numbモrS  

200   2ミ8  

F；g．8．Chromatogra＝0†bases and  

nu亡Ieosides of mushroom．  

Fig．7．CllrOmatOgraln Or PerChlori亡a亡id  

extra亡t Orll】uShruoIIl．  

フ丁でスクレスチド組成をしらべた結果はF；g．7のごとくで，さらiこ塩基，ヌクレオシド画分の  

再クロマトグラフィを行なった結果はFig．8のごとくである．   

個々の含量を計算するとTable8のごとくである．   

これよりマッシュルームの煮出しにおける5■－ヌクレオチドの増加ほ，5㌧AMPの増加が重体を  

なしていること，それと同時にATP，ADPが煮Lt！しに伴って減少することが認められた．ATP，  

A）〕Pの減少こ伴一1て5‘一AMPの形で蓄積されるのではないかと考えられる．   

生シイタケの場合も－7ッシュルームと同様にして．ATP，Al）Pなどポリホスフェ，トの分解も  

見出された．しかし肯的には少なく Table4で認められたような5′－ヌクレオチドの著者の生成を  

讃明するiこは充分ではない．   

このようにマッシュルームではポリホス7コ仁一卜よりの分解と5「・AMPの生成蓄積が主体である  

と思われるが，この際マッシュルーム自身の酵素系が関与するか蕎かについて次項のごとく検討し  

た，  
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Table8．AmDtJntS Ofindividualnu⊂leolidein boiled extra⊂t Of mushroom．  

DistribuLion of UV王朝（％）：％ofabsorbancyat260TilfL ofeach fract；on toalotal．absorbaneyo（  
†be sample whichlVaS aPp7ied on colurnn．   

2・6 ATP．A上）Pおよぴ5－GMPに対するて・，シ ュルーム地肌液の作用  

’7ッシュ／レームについて，ATP，AI）Pよりの5’－AMPQ）生成がそれ自身の酵素系によるのでほ  

ないカ・との観点から，マッシュルームの水抽出液を親好素液としてATPに作用させてそり生成を  

カラムクロ‘マトグラフrlでしらべた．克おマッシュルームにおいてほ遊離の5■一GMPが見出されて  

いないことに閑適して，5しGMPを分解する酵素系の有無についてもしらべた．   

粗野素液はきのこ（子実体）を2倍量の菱沼水で水冷しながらホモジナイオし，遠．む沈殿してそ  

の上浄液をと′．たものである．酵素反応は次のようにして行なった．すなわち  

組 酵 素 液  5mll 

基 質（ATP O．2％溶液）  5 ml 

O．2入′1酢転嫁衝液（pH6．0）  5ml   

上記の混合液を370Cで60分間反応せしめた．反応液を常法によ′ユてカラムクロマトグラフィを  

行な云た結果はFig・9のごとくであり，こj・Lから各成分の含量を計算すると，Table9のごとく  

である．   

未反応液および死所化した粗酵素液を添加した反応液では核酸成分はATPが主要なものである．  

反応後はATPが減少してほとんど見出されず，ADP．5’rAMP．nueleoside，塩基成分の生成が認  

められた．ニれからマッシュルームの抽出液にほ，ATPを分解しAI〕Pを経て5r・AMPを生成  

するadenosinetfiphosphatase系およぴそれらに分解するphosphataseあるいほnueleosidase系  

が存在することが推察される．   

なお基質を5－GMP溶液として粗酵素液を作用させる場合はFig．10のごとくであi），その核  

酸成分含量ほTablelOのごとくである．   

マッシ ュルームにほ5′－GMPを分解してグアノシソ（あるいほグアニン）を生成する酵素系の存  

在が準祭される．   

なお生しいたけの水抽出液についての結果も Table9，Tablel（）に示した．その作用活性での  

強弱は簡単には論じられないが，ATP分解系，5’－GMP分解系酵素の存在はて・ノシクルームの場  
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合と同じく推察できる．  

考  

5ニ Bergkvistは教権のきのこにおいて，ADP，GDPおよぴATPを見出Lているが，私達ほてツ  
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シェルーム，シイタケにおいてもこれらの存在を認めた．   

マッシュルーム，シイタケの煮出しによって5●－ヌクレオチドが増加することは興味探いが，そ  

の原因として2，3の機構が考えられる．私達ほまずATP，ADPよりの5，－AMPの生成の可能  

性についてしらべた．マッシ ，．ルームの場合は，きのこ中のATPが酵素分解を受けてADPを  

経て5′－AMPになると考えられ，かつカラムクロマトグラフィにより5′－AMPの増加が認められ  

た．加熱による分解も考えられるが，租酵素液による分解が認められるのでATP分解酵素系の活  

動が考えられる．すでにadeno5inetr；p】10Spbalaseか広く生物界に存在することほよく知られてお  

‘）7．81 り，水産食品や鳥獣肉類において5■－AMPの生成経塵はこれによると説明きれてい畠．私達はマッ  
シュルームにおいてもこの経路によ／，てATPが減少し，5’・AMPが生成するものと考える．   

シイタケ煮出しの場合は300cに対して600cでは約15倍も抽出量が増加した．これは温度に敏  

感な酵素系の存在を推察させるものであり，また5－AMP以外の他の5一一ヌクレオチドの増加も認  

められることから，ATP分解系以外にリボ核酸分解系の活動が予想される．この間題について次  

9j 報で検討したい．   
て：／シュルームにほ5l・GMPほほとんど認められず，シイタケにほ5・GMPが著量見出されて  

l  

いる．（前額参照）G工）Pからの5′右MPの生成については，phosphataseの問題も含めて後程検  

討したい．   

煮出し液において5しGMPや5’・A九イPの増加することは，食品調理の観点カ・らも注目すべきこ  

とと考えられる．  

要  

Dowexl）く8を用うる大型カラム（2×30cm）によって前報に引続き，ヌクレオシドポリホス7  

箭 －ト画分：こついて同定Lた．シイタケおよぴ－7ッシェルーム抽出液より ATP，ADPおよぴ  

GDPの存在を認めた．   

マッシュルーム，シイタケよりの煮出しにおいて抽出される総5’一ヌクレオチド量に対しては温  

度の大きい影響があり 600C～700cで60分の暗が最も5′・ヌクレオチド景が多かった．このよう  

な5－ヌクレオチドの増加の原田の一つとしてポリホスフェートからの分解が考えられ煮出しにお  

しlてはATP，ADPの分解に伴う 5′－AMPの増加が認められた．   

マッシュルームにおいては主体はATP，ADPの分解に伴う 5一AMPの増加と考えられるが，  

シイタケiこついてはATP，ADPの分解を考慮しても5’－ヌクレオチド景の増加が著しく大きく，  

これが核酸分解酵素系の作用によるか否かについてほ後報で検討したい．  

終りに臨み，貴重な薬品，酵素塀など多大の御撰助を賜わった武m薬品工業株式会社の方々，お  

よび実名如こ協力された当短大青山延子，寺田潤子旗に探謝致します．  

本報ほ昭和39年度日本農芸化学大会で発表した．  

－261－   



1）境乳 毛札志免 寺本：醗酵工学，42．434（1964）  

2）橋乱 毛軌志賀．寺本，西川：昭和38年度目尉ヒ大会（1963．4凡東京）．橋乱毛札志賀，   
寺本：昭和38年蜜月本醗磨工学会大会（1963，11月，大阪）．毛楓 寺軌 横臥 志賀：日本発義   

兵橋学会近畿支部第3呵研究発表会（】964．11月．西宮）．甘札 青山．横田：日本缶詰協会技術  

会第1引回大会（19幽．4凡 山形）  

3）今風 本部：原色】］木南類図鑑（1957）．河村：［I木菌類図説（1犯9）  

4）中島ら：長町3ア，558（1963）  
5）Bergkvist，R．；血JαCカg肌励d乃d．，121549．1554（1958）  

6）斎藤：化学，15仁101（19るの．日水会話．27，46】．（1961）  
7）島薗：月爪f〝…Cfdd〃dⅣ〃√JビタcβC～d腰帯と代謝）．抽）．10．179（19朗・）  

8）寺崎ら：昭和39年度日農化大会（19軋 7月，札幌）  

9）毛礼儀乱 志乱 寺本：醗酵工学，43．3魂（1965）  

ー262－   


